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論文内容要旨
 K目 的亜
 近年種々の∫η痂roの実験により,卵巣で産生されるsteroidhormoneが,局所調節因子とし
 て排卵機構を制御していることが明らかになりっっある。そこで卵巣におけるsteroidhormone
 の局所作用を組織学的に検討する目的で,2っの実験を行った。実験1では,steroid合成酵素
 及びsteroidreceptorの局在を検索し,卵巣におけるs七eroidhormoneの合成部位及び作用部
 位を検討した。実験2では,特にP450aromatase(arom)の酵素活性を免疫組織化学的に検
 討する目的で,aromの免疫染色強度と酵素活性値の相関を培養細胞株で検討するとともに,卵
 巣組織中のarom免疫染色強度を測定した。
 監対象・方法遇
 実験1における対象は,婦人科疾患の手術時に病理検査目的で生検され,明らかな異常所見を
 認めなかった卵巣組織50例(26-49歳)である。いずれの組織も,4%paraformaldehyde
 (4%PFA)固定,パラフィン包埋された。各症例とも,子宮内膜日付診,血清ホルモン値,
 臨床的月経歴等によって性周期を決定した。4っの主要なsteroid合成酵素(P450side-chain
 cleavage(scc),3β一hydroxysteroiddehydrogenase(3β),P45017α一hydroxylase(c17)・
 arom)に関し,免疫染色及び1πs`施hybridizationを施行するとともに,3っの主要なsteroid
 receptor(progesteronerecepむor(PR),androgenreceptor(AR),estrogenreceptor(ER))
 に対して免疫染色を行った。
 実験2では,5種類のestrogen産生性ヒト癌細胞株(HHUA,Ishikawa,HEC-59,0MC-2,
 MCF-7)を用い,tritiatedwa七er法によりarom活性値を測定した。同時に各々の培養細胞株
 より4%PFA固定のパラフィンブロックを作製し,aromの免疫染色を施行後,CAS200イメー
 ジ分析装置によって細胞1個当りの免疫染色強度を測定した。次に性周期の明らかな31例の正
 常周期ヒト卵巣組織(4%PFA固定,パラフィン包埋)を用いて同様に免疫染色を行い,顆粒
 膜細胞1個当りのarom免疫染色強度を測定した。また各症例の血清estradio1値も同時に測定
 した。免疫染色強度定量化のための至適条件は,3例の胎盤組織を用いて決定した。
 【結 果男
 実験1で検索した全てのsteroid合成酵素において,語sオ蝕hybridizationによるmRNAの
 局在は免疫組織化学と一致していた。primordial及びprimaryfollicieではsteroid合成酵素の
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 発現は認めなかった。ARは間質細胞で陽性であった。比較的発育したpreantralfollicleでは,
 内莢膜細胞において散在性にscc,3β,c17の発現を認め,同部ではARも陽性であった。全
 てのan七ral及びpreovulatoryfollicleでは,scc,3β,c17の発現を認めたが,増殖期中・後
 期において1例当り1個のみのantra1ないしpreovulatoryfollicleでは,顆粒膜細胞にarom
 の発現を認め,同時に同部のみにおいてERが観察された。黄体ではammを含む全ての
 steroid合成酵素が発現していたが,ERは認められなかった。黄体期前半では,PRが黄体化顆
 粒膜細胞及び莢膜細胞で観察された。degeneratingcorpuslu七eumやatreticfollicleでは,退
 縮初期においてscc,3β,c17の発現を内莢膜細胞に認め,同部でのARの発現を伴っていた。
 退縮過程の進行とともに,steroid合成酵素の発現は消失した。
 実験2の培養細胞株を用いた検討では,arom活性値と免疫染色強度は0.959と強く相関し,
 至適条件下でのarom染色強度は酵素活性を反映するものと考えられた。卵巣組織を用いた実験
 では,卵胞期では血清estradio1値が増殖期後期で著明に増加しているものの,顆粒膜細胞1個
 当りのarom免疫染色強度は,増殖期中。後期間で有意差を認めなかった。また黄体期では,黄
 体化顆粒膜細胞1個当りの免疫染色強度は黄体期の血清estradiol値同様,分泌期中期でピーク
 を示したのち漸減した。
 ζ考察】
 aromは,その周期においてselectされた1っの卵胞ないし黄体のみに発現すると考えられ,
 性周期において特に重要な役割を担っていると考えられた。適切な条件下におけるarom免疫染
 色強度は酵素活性を反映すると考えられ,卵胞期ではselectedfollicleの顆粒膜細胞数の増加,
 黄体期では黄体化顆粒膜細胞1個当りのarom活性の変化が,それぞれ卵巣のarom活性に大き
 な影響を与えていると推察された。selectedfollicleではarom,ERともに顆粒膜細胞で発現し
 ており,aromによって合成されるestrogenがselec七edfollicleの発育にautocrine的に関与し
 ていると考えられた。しかし黄体では,aromは陽性であるもののERの発現は認めないことか
 ら,ここで産生されたestrogenは局所作用を有さない可能性が推察された。黄体期前半では
 3βとともにPRの発現を認め,3βによって合成されるprogesteroneが局所において黄体発
 育に関与している可能性が示唆された。selection獄前の卵胞発育や,卵胞閉鎖及び黄体退縮の
 過程では,内莢膜細胞でc17とともにARの発現を認め,c17より産生されるandrogenがこれ
 らの過程において局所的に関与している可能性が推察された。
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 審査結果の要旨
 種々の`πひ`直roの実験により,卵巣で産生されるsteroidhormoneが,局所調節因子として
 排卵機構を制御していることが想定されているが,いまだ卵巣組織内でのその制御機構は解明さ
 れていない。そこで鈴木は卵巣におけるsteroidhormoneの局所作用を組織学的に明らかにす
 る目的で,2つの実験を行った。実験1ではsteroid合成酵素としてP450side-chaincleavage
 (scc),3β一hydr・xys七er・iddehydr。genase(3β),P45017α一hydr・xylase(c17),P450
 aroma七ase(arom)に関し,免疫染色及び`π就μbybridizationを施行するとともに,steroid
 receptorとしてprogesteronerecep七〇r(PR),androgenreceptor(AR),estrogenreceptor
 (ER)に対して免疫染色を行うことにより,卵巣におけるsteroidhormoneの合成部位および
 作用部位を検討した。実験2では,特にarom酵素活性を免疫組織化学的に検討する目的で,
 aromの免疫染色強度と酵素活性値の相関をestrogen産生性ヒト癌細胞由来の培養細胞株で検討
 するとともに,卵巣組織中のarom免疫染色強度を測定した。
 本論文は,aromがselectされた1っの卵胞ないし黄体のみに発現することを初めて明らかに
 し,それが性周期において特に重要な役割を担っていることを証明した,内分泌学領域における
 画期的な研究成果である。適切な条件下におけるarom免疫染色強度は酵素活性を反映しており・
 卵胞期ではselectedfollicleの顆粒膜細胞数の増加,黄体期では黄体化顆粒膜細胞1個当りの
 arom活性の変化が,それぞれ卵巣のarom活性に大きな影響を与えていると鈴木は推察してい
 る。さらにselectedfollicleではarom,ERとも顆粒膜細胞にも発現しており,aromによって
 合成されるestrogenがselectedfollicleの発育にautocrine的に関与していることを証明してい
 る。しかし黄体ではERの発現が認められないことから,ここで産生されたestrogenは局所作
 用を有さないと推察している。また本研究において黄体期前半では3βとともにPRの発現を観
 察することにより,3βによって合成されるproges七eroneが局所において黄体発育に関与してい
 る可能性を示唆し,selec七ion以前の卵胞発育や,卵胞閉鎖及び黄体退縮の過程では・c17より産
 生されるandrogenがこれらの過程において局所的に関与している可能性を提唱した。
 本研究は,このようにsteroidhormoneが局所調節因子として卵巣での排卵機能を制御して
 いることを見事に証明しており,originalityが高く学位論文にふさわしいと判定された。
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